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Validacija HPLC metode za selektivno določanje kanabinoidov 
Povzetek: Kanabinoidi oziroma fitokanabinoidi so organske aromatske molekule, ki jih 
najdemo na rastlini Konoplja. Za človeško farmakologijo so te molekule zanimive, saj se 
nanje odzivajo endokanabinoidni receptorji v telesu. Človeško telo namreč proizvaja telesu 
lastne endokanabinoide. Vedno bolj se jim pripisuje pozitivne, blagodejne in celo zdravilne 
učinke na človeško telo. V ta namen se je razvila in se še razvija potreba po analitskih 
tehnikah, ki dajejo verodostojne in točne rezultate  
V sklopu diplomskega dela smo preverili in validirali eno izmed analitskih tehnik 
določevanja kanabinoidov po International Council of Harmonisation (ICH) smernicah. 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) metoda za selektivno določanje 
kanabinoidov nam omogoča identifikacijo in kvantifikacijo kanabinoidov v številnih 
vzorcih, ki so ključni pri razvoju in raziskavah ter vplivih fitokanabinoidov na človeško telo. 
 
Ključne besede: High Performance Liquid Chromatography (HPLC) kromatografija, 
International Council of Harmonisation (ICH), Validacija metode, Fitokanabinoidi. 
 
 
 
Validation of the HPLC method for selective determination of cannabinoids 
Abstract: Cannabinoids, or Phytocannabinoids are organic aromatic molecules found in the 
Cannabis plant. These organic molecules are interesting for human pharmacology not only 
as the receptors response to them but also because our body is able to produce 
endocannabinoids of its own. They have been credited with having positive, beneficial and 
even healing effects. As the result of these properties, the need for analytical tehniques that 
produce credible and accurate results has developed.  
This thesis examines one of the analytical techniques for determinating cannabinoids 
according to International Council of Harmonisation guidelines (ICH). The High 
Performance Liquid Chromatography method (HPLC) for the selective determination of 
cannabinoids enables us to identify and authentically quantify them in a number of different 
samples. Having a good analytical techinque is crucial in research, development and 
monitoring the effects of phytocannabinoids on the human body. 
 
Keywords: High Performance Liquid Chromatography (HPLC) kromatografija 
Chromatography, International Council of Harmonisation (ICH), Method validation, 
Phytocannabinoids 
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1. UVOD 
 
Konoplja je obravnavana kot ena najbolj razvpitih rastlin v naši družbi; poleg pomembne 
medicinske uporabe, je konoplja tudi najpogosteje uživana in zasežena prepovedana droga 
v Evropi, saj predstavlja več kot 70 % vseh zasegov. 
Ocenjuje se, da je približno 87,7 milijona odraslih (15-64 let) ali 26,3 % te starostne skupine 
enkrat v življenju poskusilo konopljo. V zadnjem letu je konopljo uporabilo 23,5 milijona 
ljudi (starih med 15-64 let), od tega jih je 17,1 milijona mladih Evropejcev (15-34 let) 
uporabilo konopljo v zadnjem letu, pri čemer jih je bilo 10 milijonov,starih med 15 in 24 let. 
Ocenjuje se, da je skoraj 1 % odraslih Evropejcev (∼ 5 milijonov) dnevnih ali skoraj dnevnih 
uporabnikov konoplje (uporaba več kot 20 krat na mesec). V zadnjih desetletjih pa se v 
ospredje postavlja tudi terapevtsko uporabnost konoplje, ki je zaradi naraščajočih kliničnih 
dokazov o njeni učinkovitosti vedno bolj zastopana (2). 
 
1.1. KONOPLJA (Cannabis sativa L.) 
Konoplja ali Cannabis sativa L. je dvodomna rastlina iz družine Cannabiaceae ter je 
razširjena po celem svetu. Uporablja se za pridobivanje hrane iz semen, kot vir tekstilnih 
vlaken, kot psihoaktivna droga ter kot vir aktivnih učinkovin kot sestavin zdravil. 
Taksonomska razdelitev te rastline je bila vedno problematična zaradi njene genetske 
raznolikosti. V osnovi je bil rod Cannabis razdeljen na tri podvrste: tip vlakensko-semenske 
vrste, imenovane C. sativa L. subsp. sativa, tip droge, za katerega so značilne visoke ravni 
psihoaktivne spojine Δ9-tetrahidrokanabinol (Δ9-THC), imenovan C. sativa L. subsp. indica 
Lam., ter t.i. divji tip konoplje, imenovan C. sativa L. subsp. ruderalis Janisch. Zaradi 
preprostega križanja teh vrst z ustvarjanjem hibridov nekateri avtorji zagovarjajo 
monotipično klasifikacijo, pri kateri je priznana ena vrsta (C. sativa) in je razdeljena na 5 
različnih kemotipov (1).  
 
Preglednica I: Delitev rastline konoplja glede na njen kemotip. 
Kemotip Značilnost 
I rastlina kot droga z predominanco kanabinoida Δ9-THC 
II vmesne značilnosti med rastlinami tipa vlaken in tipa droge 
III rastlina vlaknastega tipa z visoko vsebnostjo nepsihoaktivnih 
kanabinoidov ter nizko vsebnostjo psihoaktivnih kanabinoidov IV 
V Rastlina vlaknastega tipa, ki ne vsebuje skoraj nič kanabinoidov 
 
Za medicinske in sodnomedicinske namene sta najbolj pomembni klasifikaciji kemotipa I in 
kemotipa III in IV. Znano farmakološko delovanje psihoaktivnega kanabinoida Δ9-THC je 
razlog, da je rastlina konoplja že stoletja pomembna in zanimiva zdravilna rastlina. V zadnjih 
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letih se je začelo veliko raziskav o medicinski uporabi konoplje, saj je osnovni material 
večine naravnih proizvodov s farmakološko učinkovitimi kanabinoidi. Vedno več držav, 
predvsem evropskih in ameriških, se približuje uporabi konoplje kot zdravila. Kot pri vsaki 
zdravilni učinkovini pa tudi uporaba kanabinoidov, predvsem psihoaktivnih, lahko vodi do 
neželenih stranskih učinkov, kot so povečana srčna frekvenca, padec telesne temperature, 
ataksijo in izgubo zaznavanja časovno-prostorskega vidika (1). 
 
1.1.1. Botanični opis 
Konoplja ima vretenasto korenino z nekaj stranskih korenin. Steblo je pokončno, zelnato in 
dlakasto, ki se lahko razveji, ter glede na ekotip (severni, srednji, južni) doseže višino med 
0,5 do 5 m. S starostjo se steblo odebeli in oleseni. Po obliki prereza je steblo spodaj okroglo, 
na sredini šesterokotno ter na vrhu štirikotno in zapolnjeno. Pecljati listi so v obliki dlani, 
sestavljeni s 3 do 13 kopjastimi listi, ki so po robovih nazobčani. Rastlina indijske konoplje 
zraste do višine 1,5 m ter se močno razveji, listi pa so sestavljeni iz večjega števila ozkih 
lističev. Konoplja je dvodomna rastlina, kar pomeni, da imajo ženske rastline žensko 
klasasto socvetje, moške pa moško latasto socvetje. Ženska socvetja izhajajo iz zgornje 
tretjine rastline in sicer iz listnih pazduh. Ženski cvetovi navadne konoplje oddajajo nežen, 
prijeten vonj z zelo malo smole, medtem ko cvetovi indijske konoplje oddajajo oster, 
dolgotrajen vonj ter so močno lepljivi in smolnati (3). 
 
1.1.2.  Kemizem konoplje  
Za rastlino je značilna njena kompleksna kemična sestava, ki vključuje ogljikove hidrate, 
maščobne kisline in njihove estre, terpene, amide, amine, fitosterole, fenolne spojine in za 
to rastlino specifične spojine, kanabinoide. Kanabinoidi so po strukturi metroterpenoidi 
(posebej C21 in C22 terpenofenolne spojine), ki so pridobljeni iz alkilacije alkalnega 
rezorcinola z monoterpensko enoto. Večinoma se sintetizirajo v žleznih trihomih, ki so bolj 
zastopani v ženskih socvetjih. Izoliranih in razdeljenih je bilo več kot 100 kanabinoidov v 
11 kemijskih razredov (1). Običajno so najbolj razširjeni kanabinoidi, prisotni v rastlinah 
kemotipa 1, Δ9-tetrahidrokanabinolna kislina (Δ9-THC-A) in Δ9-THC, medtem ko so rastline 
kemotipa 3 in 4 bogate s kanabidiolno kislino (CBD-A) in kanabigerolno kislino (CBG-A). 
(preglednica I). Njim sledijo dekarboksilirane oblike, in sicer kanabidiol (CBD) in 
kanabigerol (CBG). Nekateri drugi, manj zastopani kanabinoidi so naprimer kanabikromen 
(CBC), kanabiciklol (CBL), ki je razpadni produkt CBC, kanabidivarinska kislina (CBDV-
A), kanabidivarin, (CBDV), tetrahidrokanabivarin (THC-V) in kanabinol (CBN). Slednji je 
oksidativni razgradni produkt Δ9-THC-A oziroma Δ9-THC, prisoten v stari rastlini. Δ9-THC 
lahko z izomeracijo pretvorimo v Δ8-THC in ga obravnavamo kot artefakt. Kanabinoidi so 
biosintetizirani v obliki kislin v rastlinskih tkivih, kasneje pa lahko s pomočjo spontane 
dekarboksilacije tvorijo svoje dekarboksilirane dvojnike pod vplivom svetlobe in toplote.  
Dva izmed njih sta v zadnjem času predmet znanstvenih raziskav zaradi njihovih 
farmakoloških lastnosti: Δ9-THC in CBD. Psihoaktivnost konoplje se ocenjuje predvsem 
glede na koncentracijo Δ9-THC v vzorcu, ki je primarni psihoaktivni kanabinoid v konoplji. 
Neželeni učinki po akutni ali redni uporabi konoplje so večinoma v povezavi s 
koncentracijami Δ9-THC v proizvodu. V zadnjih nekaj letih, so številne študije pokazale, da 
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ima CBD prav tako pomembne farmakološke lastnosti, ima zaščitni učinek proti določenim 
negativnim psihološkim učinkom Δ9-THC in je sposoben antagonizirati vsaj nekatere 
neželene učinke, povezane z njim (1). 
Δ9-THC in CBD sta splošno priznana kot glavni bioaktivni spojini. Prvi je delni agonist CB1 
in CB2 receptorjev, medtem ko ima CBD majhno vezavno afiniteto za kanabinoidne 
receptorje, čeprav lahko antagonizira nekatere učinke psihoaktivnega kanabinoida na 
receptorje CB1. Kanabinoidi, kot so CBN, THCV, CBG, CBDV, CBC in drugi, so še vedno 
predmet preiskav in raziskav (4). 
 
 
Slika 1: Biosintezna pot nastanka kanabinoidov (∆T = segrevanje, [O] = oksidacija, [I] = 
izomeracija (20). 
 
1.1.3. Endokanabinoidni sistem  
Endokanabinoidni sistem (ECS) je neuromodulatorni sistem, prisoten v vseh organih v telesu 
in ima pomembno vlogo pri razvoju centralnega živčnega sistema, sinaptični plastičnosti in 
odzivu na endogene in okoljske poškodbe. Sestavljen je iz kanabinoidnih receptorjev, 
endogenih kanabinoidov (endokanabinoidi) ter encimov, odgovornih za sintezo in 
razgradnjo endokanabinoidov.  
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Endokanabinoidi so endogeni lipidi, ki vplivajo na delovanje endokanabinoidnih 
receptorjev. Prva in tudi najbolj raziskana endokanabinoida sta 2-arahidonoil glicerol (2-
AG) in anandamid (arahidonoil etanolamid). Značilnost teh dveh kanabinoidov je, da sta 
njuna prekurzorja prisotna v lipidnih membranah celic. Z aktiviranjem določenih na G-
protein vezanih receptorjev se endokanabinoidi sprostijo v medcelične prostore. To se zgodi 
v enem oziroma dveh hitrih encimskih procesih. 
Poznamo več kanabinoidnih receptorjev, najbolj razširjeni so kanabinoidni receptorji CB1, 
kljub temu pa nekateri kanabinoidi vplivajo tudi na kanabinoidne receptorje CB2, kanale 
prehodnega receptorskega potenciala (TRP) in receptorje, aktivirane s proliferacijo 
peroksisoma (PPAR). Največ CB1 receptorjev najdemo v centralnem živčnem sistemu (ang. 
Central nervous system; CNS), in sicer v možganski skorji, bazalnih ganglijih, hipokampusu 
in cerebelumu. CB2 receptorji so prisotni v centralnem živčnem sistemu v veliko manjšem 
številu kot CB1. Ta receptor je primarno prisoten v mikroglijah, vaskularnih tkivih in 
sodeluje pri modulaciji imunskega sistema, saj je večinoma prisoten na celicah imunskega 
sistema. Je zelo inducibilen, značilnost tega receptorja je, da se pri poškodbi tkiv, živcev ali 
pri vnetju, njegovo izražanje poveča tudi do 100-krat (19). 
 
1.2. KROMATOGRAFIJA 
Kromatografija (grško chroma pomeni “barva” in graphein pomeni “pisati”) je separacijska 
metoda, ki vključuje različne metode separacije, identifikacije ter določevanja sorodnih in 
kompleksnih spojin in se uporablja na različnih področjih znanosti. Izumljena in 
poimenovana je bila po ruskem botaniku in prvič uporabljena pri ločevanju klorofila in 
ksantofila iz rastlin. Za separacijsko kolono je uporabil stekleno kolono, napolnjeno z drobno 
mletim kalcijevim karbonatom. Aplikacije kromatografskih tehnik so se začele močno 
razvijati po letu 1950 ter se razvijajo še danes, saj je potreba po novih tehnikah in metodah 
za karakterizacijo in kvantifikacijo kompleksnih spojin vse večja (5). 
Namen kromatografije je ločba posameznih komponent, ki so prisotne v vzorcu s ciljem 
kvalitativne in kvantitativne določitve. Cilj je doseči čim boljšo ločbo sestavin v čim krajšem 
času. Na to lahko vplivamo predvsem z optimizacijo eksperimentalnih parametrov. 
Ločevanje sestavin med sabo poteka na podlagi različnih porazdelitev spojin med 
stacionarno fazo (SF) in mobilno fazo (MF). Porazdelitev sestavin med ti dve fazi se 
ponavlja skozi celotno kolono ali ploščo, vse dokler se ločene med sabo ne eluirajo iz kolone.  
Kromatografijo v osnovi delimo na kolonsko in planarno. Temeljna delitev kromatografskih 
metod temelji na tipu MF in SF ter na vrsti interakcij, ki so vključene v prenos sestavine med 
fazami:  
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Preglednica II: klasifikacija kolonskih kromatografskih metod. 
Plinska 
kromatografija (GC) 
Tekočinska 
kromatografija (LC) 
Superkritična 
kromatografija (SCF) 
plin – tekoče tekoče – tekoče SF – tekoče 
plin – trdno tekoče – trdno SF - trdno 
 ionsko izmenjevalna  
 velikostno izključitvena  
 afinitetna  
 
1.2.1. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti HPLC 
 
HPLC je najbolj razširjena separacijska tehnika. Razlogi za tako priljubljenost metode so 
njena občutljivost, enostavnost avtomatizacije, primernost za ločevanje nehlapnih ali 
toplotno občutljivih analitov, zelo polarnih spojin ali spojin z veliko molekulsko maso. 
Predvsem pa je tehnika razširjena za snovi, ki so pomembne za številna področja znanosti in 
gospodarstva. Namenjena je za raziskave, razvoj in kontrolo v farmacevtski in prehranski 
industriji. Pri tej tehniki uporabljamo za stacionarno fazo monolitične ali sferične delce v 
velikosti med 1.7 – 10 µm (7, 5, 2). 
 
Delitev HPLC 
Glede na lastnosti stacionarne in mobilne faze ločimo HPLC kromatografijo na 4 tipe: 
 - porazdelitvena kromatografija, 
 - ionsko-izmenjevalna kromatografija, 
 - velikostno izključitvena oziroma gelska kromatografija, 
 - adsorpcijska kromatografija (6). 
 
Reverznofazna kromatografija (RPC) 
Separacija temelji na procesu porazdeljevanju analita med nepolarno stacionarno fazo in 
polarno mobilno fazo. Stacionarne faze v kolonah so trdni delci, prekriti z obstojnimi 
hidrofobnimi skupinami – silanoli. Ena takih je oktadecilna skupina (C18), ki je kemično 
vezana na nosilec silika gel. Med elucijo se kot prve eluirajo najbolj polarne sestavine 
medtem ko nepolarne sestavine tvorijo močnejše interakcije s stacionarno fazo. Primarni 
mehanizem separacije poteka na podlagi hidrofobnih oziroma solvofobnih interakcij. 
Elucijsko zaporedje sestavin je ravno obratno kot pri normalnofazni kromatografiji (od 
najbolj nepolarnih do najbolj polarnih), od tod tudi ime. Mobilna faza je v večini primerov 
polarna in je mešanica vode, organskega topila ter pogosto kislin ali pufrov. RPC je najbolj 
priljubljena tehnika, ki se jo uporablja v več kot 70 % primerih te kromatografske tehnike. 
Primerna je za analizo polarnih in nekaterih nepolarnih sestavin (6). 
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Aparatura 
Sistem HPLC je sestavljen iz posamičnih ločenih enot, ki so med seboj povezane s sistemom 
cevk iz nerjavnega jekla ali iz polimera polieter – eterketon, z namenom pomikanja mobilne 
faze med enotami. Cevke so upogljive, imajo zelo majhen premer (0.1 mm) in morajo biti 
sposobne prenesti tlake do 600 bar (9). 
Aparatura je v osnovi sestavljena iz 6 osnovnih enot: 
- rezervoar za mobilno fazo, 
- razplinjevalec,  
- črpalka, 
- injektor (lahko je avtomatski),  
- termostatiran prostor za kolono, 
- detektor, 
- sistem za kontrolo in obdelavo podatkov. 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz aparature HPLC. 
 
ČRPALKA: 
Vsak sistem HPLC ima vsaj eno črpalko za potisk mobilne faze skozi kolono pri visokih 
uporih zaradi polnitve kolone. Posledica tega je povečanje tlaka na injektorju, ki lahko 
doseže visoke vrednosti, odvisno od hitrosti pretoka, viskoznosti in velikosti delcev 
stacionarne faze.  
Črpalke so narejene tako, da ohranjajo stabilen pretok mobilne faze in ne pulzirajo. V 
glavnem so sestavljene iz dveh zaporednih batov, ki delujeta v nasprotni smeri. Med njima 
je nameščen povratni ventil. Za batoma je mešalna komora, kar omogoča tako izokratsko 
kot gradientno elucijo. Za zagotavljanje konstantnih kromatografskih pogojev mora črpalka 
zagotavljati delovanje s čimmanj pulziranja ter konstanten in ponovljiv pretok (9). 
 
INJEKTOR: 
Pri analizi je potrebno injiciranje natančnega volumna vzorca na kolono opraviti čim hitreje, 
da se ne povzroča motnje dinamičnega režima mobilne faze, saj mora le-ta biti stabilen od 
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kolone do detektorja. To se izvede s posebnim visokotlačnim ventilom, ki je lahko ročni ali 
motoriziran in ima več pretočnih poti. Vzdržati mora visoke tlake.  
Visoka ponovljivost injiciranja je dosežena takrat, ko je zanka v celoti zapolnjena z vzorcem 
pred samim injiciranjem. 
 
KOLONA: 
Kolona je ravna, kalibrirana cev, izdelana iz nerjavnega jekla in v povprečju meri med 5 in 
25 cm. Notranjost kolone je prekrita z inertnim materialom, izjemoma je lahko steklo ali 
polimer PEEK. Stacionarna faza je nanesena med dvema poroznima diskoma, ki sta 
nameščna pred friti kolone (9). 
Standardne dimenzije kolone znašajo 4,6 mm s pretokom med 0,5 in 2 mL/min. Danes 
obstajajo tudi drugačni tipi kolone, ki se delijo glede na premer kolone in sicer:  
 - narrow-bore kolone s premerom 2-4 mm, 
 - microbore kolone s premerom 1-2 mm, 
 - kompaktne kapilare s premerom manj kot 1 mm. 
Kolone z manjšim premerom imajo manjši pretok, le-te pa nam omogočajo kombinacijo 
povezave HPLC z masnim detektorjem. Predkolona oziroma varovalna kolona se namesti 
pred separacijsko kolono za podaljšanje življenjske dobe kolone. V dolžino merijo med 0,4 
do 1 cm in so napolnjene z enako SF kot separacijska kolona. Predkolone upočasnijo in s 
tem preprečujejo onesnaženje kolone z mehanskimi in kemijskimi primesmi, ki lahko 
pripelje do povečanega tlaka v njej, posedanja kolone ali pa do padca ločljivosti. Periodična 
menjava predkolone in uporaba termostatiranih kolon povečata kakovost separacije in 
ponovljivost analize.  
 
REZERVOAR ZA MOBILNO FAZO: 
Rezervoar mobilne faze je narejen iz inertnega materiala, v večini primerov je to steklena 
posoda, zatesnjena s pokrovom, ki omogoča izravnavanje tlaka med črpanjem mobilne faze 
iz posode in preprečuje kontaminiranje MF s trdnimi delci (10). 
Prisotnost plinov, ki so raztopljeni v MF (N2, O2 in CO2), lahko povzroči motnje ločbe 
sestavin zaradi razlik v tlaku mobilne faze, kar lahko vodi do nastanka mehurčkov. Prisotnost 
kisika prav tako vpliva na življenjsko dobo kolone, hkrati pa ima močan vpliv na delovanje 
elektrokemičnega detektorja. MF je zato potrebno razpliniti, kar storimo z ultrazvokom ali 
z difuzijo skozi polimerne cevke majhnega premera, prepustnega za plin, ki delujejo kot 
membrana (9). 
 
DETEKTOR: 
Naloga detektorja je zaznavanje sestavine, ki se eluira iz kolone in ob tem odda elektronski 
signal, ki je sorazmeren s koncentracijo posamezne sestavine. Temeljijo na zaznavi 
spremembe neke fizikalne količine, ki jo povzroči prehod sestavine skozi pretočno celico 
detektorja (10). 
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Najbolj pogosto uporabljene metode detekcije temeljijo na optičnih lastnostih analitov. Pod 
te metode spadajo absorbcija, fluorescenca in lomni količnik.  
Delitev detektorjev: 
- spektrofotometrični detektorji,  
- fluorescenčni detektorji,  
- detektorji na lomni količnik,  
- masni spektrometri, 
- NMR spektrometri, 
 - specialni detektorji. 
Detektor mora biti občutljiv, inerten, stabilen in sposoben filtrirati večino šumov ozadja (9). 
V splošnem se najpogosteje uporabljajo UV-VIS spektrofotometri in detektorji na diodni niz 
zaradi njune vsestranske uporabe (slednji omogoča snemanje celotnega UV spektra vzorca). 
 
1.3. VALIDACIJA 
Validacija analiznega postopka je pomemben del nadzora in zagotavljanja kakovosti 
produkta. Opisana je kot postopek dokumentiranih dokazov, s katerim se potrdi, da je 
analitska oprema, metoda ali sistem za določen preskus primerna za predvideno uporabo. 
Validirana analizna metoda zagotavlja konsistentne, zanesljive in točne podatke. 
Kromatografske metode igrajo pomembno vlogo v različnih industrijskih panogah in 
obsegajo vse od odkrivanja snovi ali komponent, njihovega razvoja, formulacije in 
kakovosti, uspešnost le te pa je odvisna od natančnega delovanja instrumentacije HPLC.  
Osnovni koraki validacije v analiznem laboratoriju so: 
 - validacija metode, 
 - ustreznost sistema, 
 - validacija osnovnih instrumentov oziroma umerjanje, 
 - validacija računalniškega sistema. 
Pred začetkom izvajanja validacije je treba zagotoviti dosledno upoštevanje in izvajanje 
pravil dobre laboratorijske prakse, potek pa mora biti skrbno opisan v validacijskem 
protokolu, ki zajema vse parametre, standardne operacijske postopke (SOP) in minimalne 
zahteve, ki jim mora metoda zadostiti (12). 
Validacija mora ustrezati regulativnim zahtevam oz. smernicam, ki morajo biti v skladu z 
zahtevami s strani različnih organizacij in kodeksov, kot so:  
- dobra proizvodna praksa (Good Manufacturing Practice - GMP), 
- Kodeks zveznih predpisov (Code of Federal Regulations - CFR),  
- Konvencija za farmacevtiko (EU ali USA Pharmacopeia – Ph.Eur/USP); velja za 
farmacevtsko industrijo, 
- ICH (13). 
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Pri izvedbi validacije si analitik lahko pomaga z zgoraj navedenimi smernicami, med njimi 
je najbolj poznana smernica ICH. Predpisuje validacijo za 4 tipe najpogosteje uporabljenih 
analiznih postopkov: identifikacijo, kvantitativno določanje vsebnosti nečistoč, limitne teste 
za kontrolo nečistoč in kvantitativno določanje vsebnosti analitov.  
Za validacijo metode je treba raziskati in dokumentirati 8 parametrov, ki so bili določeni s 
smernicami USP23, sprejetih na mednarodni konferenci o harmonizaciji: 
 - točnost,     - specifičnost / selektivnost, 
 - natančnost,     - linearnost, 
 - meja zaznavnosti (LOD),   - delovno območje, 
 -meja določljivosti (LOQ),   - robustnost. 
Od namena analize pa je odvisno, katere od zgoraj navedenih parametrov uporabimo (12).  
 
Verifikacija 
Verifikacijo opravimo takrat, ko želimo preveriti že validirano metodo. Postopek je časovno 
manj zahteven kot validacija. Običajno preverjanje metode vključuje manjše število 
definiranih parametrov ter manjše število meritev za vsak parameter. Rezultati, ki jih dobimo 
z verifikacijo se lahko rahlo razlikujejo od rezultatov, pridobljenih z validacijo. Ali so 
rezultati sprejemljivi ali ne pa je potrebno presoditi glede na namen, za katerega se metoda 
uporablja (13). 
 
1.3.1. Točnost 
Točnost analitične metode je stopnja strinjanja z rezultatom, ki je bil pridobljen z metodo, 
glede na dejansko vrednost in od nje statistično pomembno ne odstopa. Definirana je kot ena 
izmed štirih spodaj naštetih načinov:  
- primerjava rezultatov analize vzorca znane koncentracije (referenčna snov), 
- primerjava rezultatov nove metode z rezultati že obstoječe, točne metode, 
- na osnovi izkoristka, ki se izvede z uporabo analita v slepih matricah v območju 
50-150 % ciljne koncentracije (priprava vzorcev v treh koncentracijskih nivojih), 
- tehnika standardnega dodatka, ki se lahko uporablja tudi za določanje izkoristka. 
Preizkus točnosti pridobimo iz podatkov najmanj devetih določitev vrednosti pri vsaj treh 
različnih koncentracijah znotraj delovnega območja (npr. tri koncentracije, tri ponovitve). 
Rezultate podamo kot povprečje razmerij med izmerjeno vrednostjo in pravo vrednostjo. 
Merilo točnosti po smernicah FDA predstavlja povprečni izkoristek analize vsebnosti znotraj 
intervala 100 % ±2 % (obseg 98 – 102 %) (14). 
 
1.3.2. Natančnost 
Natančnost je merilo ponovljivosti metode pri običajnem delovanju in je izražena kot 
odstotek relativnega standardnega odmika (RSD) za statistično pomembno število vzorcev. 
Smernice ICH narekujejo izvedbo natančnosti na treh ravneh: 
 - ponovljivost, 
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 -meddnevna ponovljivost, 
 -obnovljivost (14). 
Enačba za izračun odstotka relativne standardne deviacije (sestavljena iz dveh enačb):  
 𝑅𝑆𝐷 (%) = 100𝑥  √∑ (𝑥𝑖 − 𝑥)2𝑁𝑖=1𝑁 − 1  
 
 Pri čemer je  Xi = posamezna meritev  
   𝑥 = povprečna vrednost meritev 
   N = število meritev 
 
Merilo sprejemljivost za natančnost je odvisno od vrste analiz. Za analizo sestavin v 
farmacevtski kontroli je zahtevana natančnost med preizkusi boljša od 2 % RSD, medtem 
ko je pri bioloških vzorcih natančnost lahko med 10 in 15 % RSD (14). 
 
Ponovljivost 
Ponovljivost odraža spremembe v ponovljenih postopkih, ki jih izvedemo v kratkem 
časovnem obdobju v enakih razmerah. Vse preizkuse izvaja en sam analitik. Določa se iz 
najmanj devetih ponovitev, ki zajemajo neki obseg postopka (npr. tri koncentracije s po tremi 
meritvami) ali iz najmanj šestih ponovitev pri 100 % pričakovani koncentraciji analita (12).  
 
Meddnevna ponovljivost 
Glede na smernice ICH je vmesna natančnost opredeljena kot dolgoročna spremenljivost 
merilnega postopka. Pod spremenljivost štejemo analize opravljene v različnih dnevih, 
izvedba analiz z različnimi analitiki, oprema itd. Določena je s primerjavo rezultatov metode 
v enem laboratoriju v več tednih (12).  
Namen vmesnega preverjanja natančnosti je zagotovilo, da bi metoda v istem laboratoriju 
po razvoju zagotovila enake rezultate. Kriterij vmesne natančnosti mora ustrezati RSD ≤ 3 
% (14).  
 
Obnovljivost 
Obnovljivost je pogosto del medlaboratorijskih prehodnih študij in se določa s testiranjem 
homogenih vzorcev v več različnih laboratorijih. Po smernicah ICH predstavlja natančnost, 
pridobljeno med laboratoriji, z namenom kontrole, da metoda zagotavlja enake rezultate v 
različnih laboratorijih. Ocena rezultatov obnovljivosti se osredotoča bolj na merjenje 
pristranskosti kot na ugotavljanje razlik v natančnosti. Preizkus se opravi, kadar želimo 
metodo standardizirati ali prenesti v drug laboratorij (12, 14).  
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1.3.3. Meja zaznavnosti (LOD) 
Meja zaznavnosti je opredeljena kot najnižja koncentracija analita v vzorcu, ki jo je mogoče 
identificirati in ne kvantificirati z našo metodo. Eden izmed načinov določevanja tega 
parametra, po smernicah ICH je na podlagi standardne deviacije odziva in naklona premice. 
Enačba za izračun je naslednja: 
 𝐿𝑂𝐷 = 3.3 ×  𝜎𝑆  
 
pri čemer je 𝜎 = standardni odklon presečišča kalibracijske krivulje, 
   S = naklon kalibracijske premice (15). 
 
Naklon kalibracijske premice lahko določimo na podlagi standardnega odmika slepega 
vzorca, na podlagi standardnega odmika regresijske premice ali na podlagi priporočenih 
podatkov.  
V primeru, ko je vrednost LOD pridobljena na podlagi izračuna ali ekstrapolacije, se ta lahko 
naknadno potrdi z neodvisno analizo primernega števila vzorcev za katere je znano, da je 
njihovo koncentracijsko območje blizu oziroma na meji zaznavnosti (15).  
 
1.3.4. Meja določljivosti (LOQ) 
Meja določljivosti je definirana kot najnižja koncentracija analita v vzorcu, ki lahko s 
sprejemljivo točnostjo in natančnostjo določi njegovo kvantifikacijo pod opisanimi pogoji 
metode. Tako kot pri zgoraj opisani meji zaznavnosti se meja določljivosti določa na več 
različnih načinov (14). Eden izmed njih je na podlagi standardnega odmika odziva in naklona 
premice. Izračuna se po naslednji enačbi: 
 𝐿𝑂𝑄 = 10 ×  𝜎𝑆  
pri čemer je  𝜎 = standardni odklon presečišča kalibracijske krivulje, 
   S = naklon kalibracijske premice. 
 
Naklon kalibracijske premice določamo na enak način kot pri zgoraj opisani metodi (1.3.3).  
Mejo določljivosti je treba naknadno potrditi z analizami primernega števila vzorcev, za 
katere je znano, da je njihovo koncentracijsko območje blizu oz. na meji določljivosti (15). 
 
1.3.5. Specifičnost / selektivnost 
Izraza specifičnost in selektivnost se pogosto uporabljata izmenično. Izraz specifičnost se v 
splošnem nanaša na metodo, ki zagotavlja odziv samo za en analit, medtem ko se izraz 
selektivnost nanaša na metodo, ki zagotavlja odzive za številne analite. Ker je zelo malo 
metod, ki dajejo odziv na samo en analit je izraz selektivnost bolj primeren (12). 
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Selektivnost, opisana po USP, opredeljuje selektivnost metode kot njeno zmožnost 
natančnega in točnega merjenja analita v prisotnosti interferenc (drugi analiti, nečistoče, 
razpadni produkti itd.). Na selektivnost lahko vplivamo s spreminjanjem kromatografskih 
pogojev, kot sta sestava mobilne faze, temperatura kolone in valovna dolžina detektorja.   
Najpomembnejši parameter selektivnosti pri kromatografiji je določanje največje čistosti, z 
namenom ugotovitve, ali so vrhovi v vzorčnem kromatogramu čisti ali so sestavljeni iz več 
kot ene spojine. Najpreprostejši in najpogosteje uporabljen algoritem določevanja čistosti je 
primerjava treh spektrov čez vrh, in sicer pri naraščanju, na samem vrhu vrha in na padanju 
kromatografskega vrha.  
Preizkus izvedemo tako, da pripravljene raztopine uporabljenih topil, pomožnih snovi in 
vsake učinkovine ter vsak vzorec dvakrat injiciramo. 
Vizualno merilo za ugotavljanje čistosti vrha je čim manjše odstopanje med UV-VIS 
spektroma vzpona, vrha in padca kromatografskega vrha, kvantitativno pa se čistoča vrha 
prikaže z indeksom čistoče vrha (PPI), le-ta mora biti večji ali enak 0 (16).  
 
1.3.6. Linearnost  
Linearnost je lastnost metode, ki ima zmožnost podajanja rezultatov. Te so neposredno ali z 
dobro opredeljenimi matematičnimi formulami proporcionalni koncentraciji analita v 
vzorcih v danem območju. ploščina vrha je neposredno povezana s koncentracijo analita.  
Linearnost je določena s serijo od 3 do 6 injiciranj petih ali več standardov z različnimi 
koncentracijami. Standarde lahko razvijemo z redčenjem primarne začetne raztopine ali pa 
z natehtanjem standarda.  
Odziv mora biti neposredno ali s pomočjo natančno določene matematične formule – 
linearne regresijske enačbe, sorazmeren s koncentracijami analitov. Poleg matematičnega 
vrednotenja se linearnost vrednoti tudi grafično. Kot rezultat se lahko podaja presečišče z 
ordinato, naklon regresijske premice, rezidualno vsoto kvadratov ali koeficient korelacije. 
Vsem rezultatom je treba priložiti tudi grafične predstavitve (14). Linearna regresijska 
enačba:  
 𝑦 =  𝑏 × 𝑥 + 𝑎 
 
Pri čemer je: y = ploščina pod krivuljo, 
x = koncentracije standardne raztopine, 
a = presečišče premice z ordinato,  
b = naklon premice.  
 
Sprejemljivost podatkov o linearnosti ocenjujemo na podlagi Pearsonovega korelacijskega 
koeficienta linearnega regresijskega modela najmanjših kvadratov (R2) in mora biti med 0,98 
in 1,00. Korelacijski koeficient 0,999 se na splošno obravnava kot dokaz o sprejemljivem 
prileganju podatkov na premici (15, 16). 
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1.3.7. Delovno območje 
Delovno območje običajno izhaja iz študij linearnosti in meje določljivosti ter je odvisno od 
uporabljene metode. Določajo se za potrditev, da analizna metoda zagotavlja sprejemljivo 
stopnjo linearnosti, točnosti in natančnosti znotraj ali na skrajnih mejah koncentracije 
analita. Po smernicah ICH se za določitev delovnega območja zdravilne snovi oz. končnega 
izdelka predlaga delovno območje med 80 % in 120 % testne koncentracije (15).  
 
1.3.8.  Robustnost 
Robustnost metode nam pove, kako zanesljiva je analizna metoda glede na namerne majhne 
manipulacije analiznih parametrov (npr. hitrost pretoka, temperature kolone, različni 
dobavitelji in loti kolon, valovna dolžina detekcije, sestava in pH mobilne faze itd.). Če so 
meritve dovzetne na spremembo določenega analiznega parametra, je ta parameter treba 
ustrezno nadzorovati ali pa je treba priložiti previdnostno izjavo (15).  
Podatkov o robustnosti ni nujno potrebno dodati registracijski dokumentaciji, vendar pa je 
priporočljivo opraviti ta preizkus. Robustna metoda je tista metoda, ki je odporna proti 
običajnim, relativno majhnim razlikam v obratovalnih parametrih. Potrebno je določiti 
kriterij, kdaj je metoda robustna na spremembo.  
 
1.4. PREIZKUS USTREZNOSTI SISTEMA 
Preizkus ustreznosti sistema (Ang. System Suitability Test ali SST) izvajamo za ocenjevanje 
primernosti in učinkovitosti celotnega kromatografskega sistema tako pred uporabo kot tudi 
med analizo. Po smernicah USP, ICH in FDA je to zadnji korak uspešne validacije metode, 
ki močno prispeva k določanju ustreznosti kromatografskega sistema na vsakodnevni 
osnovi. Zaradi različnih razlogov se lahko uspešnost in zmogljivost celotnega sistema rahlo 
spremenita, kar lahko vpliva na zanesljivost rezultatov analize (17). 
Zaradi teh razlogov se SST ocenjuje na podlagi sledečih kromatografskih parametrov: 
 - ločljivost (R), 
 - asimetričnost vrhov (T), 
 - učinkovitost kolone (N), 
 - ponovljivost (RSD – odzivi vrhov in retencijskih časov), 
 - meja zaznavnosti, 
 - selektivnost itd. 
Med najpomembnejše štejemo prve 4 parametre, saj z njimi opišemo specifičnost sistema, 
natančnost in stabilnost kolone. Resolucija opisuje sposobnost sistema separacije dveh 
analitov medtem ko simetrija vrhov opisuje popačenost kromatografskega vrha (ang: 
fronting oziroma tailing). 
Literatura (smernice CDER-center for drug evaluation and research, FDA) navaja, da mora 
biti kriterij za resolucijo večji kot 1,5, izračunan po spodnji enačbi ter da mora biti asimetrija 
vrhov, izračunana po spodnji enačbi večja kot 0,8 ter manjša kot 1,5 (18).  
 
Enačba za izračun resolucije: 
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R = 2 × (𝑡𝑟)𝐵 − (𝑡𝑟)𝐴𝑊𝐴 + 𝑊𝐵  
Pri čemer je: tr  = retencijski čas posamezne komponente, 
W = širina vrha posamezne komponente. 
 
Enačba za izračun asimetrije:  𝑇 = (𝑥 + 𝑦)2𝑥  
 
 Pri čemer je: x = širina kromatografskega vrha na bazni liniji od začetka do 
največje vrednosti vrha, 
  y = širina kromatografskega vrha na bazni liniji od največje vrednosti 
vrha do konca. 
 
Po smernicah USP je definirana kot razdalja od začetka do konca kromatogramskega vrha, 
deljena s širino kromatografskega vrha na bazni liniji od začetka do maksimuma vrha, 
merjena pri 5 % maksimalni višini vrha. 
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2. NAMEN DIPLOMSKEGA DELA 
Konoplja je ena najbolj raziskovanih in uporabljenih rastlin. V njej se nahaja skupina 
biološko aktivnih molekul, ki jim pravimo fitokanabinoidi oziroma kanabinoidi. Za nas so 
zanimivi predvsem zato, ker telo proizvaja sebi lastne, kanabinoidom podobne molekule, ki 
jim pravimo endokanabinoidi. Slednji se v telesu začnejo sproščati in vezati na receptorje ob 
različnih fizičnih in psihičnih spremembah (bolezen, stres, poškodbe). Velikokrat pride do 
neravnovesja v telesu ravno zaradi primankljaja le-teh, zato vedno več in več ljudi posega 
po naravnih pripravkih iz konoplje.  
Za širšo javnost sta zanimiva predvsem dva kanabinoida, in sicer CBD in Δ9 -THC, oba 
zaradi velikega terapevtskega potenciala pri lajšanju in zdravljenju številnih bolezenskih 
obolenj. Slednji pa sodi med prepovedane droge, saj ima psihoaktivni učinek in je zaradi 
tega zakonsko regulirana substanca. Zato je pomembno, da imamo kar se da kvalitetne 
analizne postopke, ki nam dajejo točne, natančne in verodostojne rezultate.  
Primernost uporabe HPLC metode za kvantitativno določanje vsebnosti kanabinoidov v 
vzorcu po hišni metodi bomo preverili z validacijo. Standardne raztopine in mobilne faze 
bomo pripravili po interni hišni metodi, parametre validacije pa bomo določili po smernicah, 
ki jih narekuje ICH. To so točnost, ponovljivost, linearnost, specifičnost, selektivnost in 
delovno območje. Za potrebe analiz bomo določili tudi mejo zaznave, mejo detekcije, hkrati 
pa bomo preverili občutljivost sistema z testom robustnosti z namenom ugotovitve, na katere 
parametre je potrebno biti pozoren. Na podlagi zbranih podatkov in kromatogramov bomo s 
pomočjo literature ocenili, ali metoda ustreza namenu njene uporabe.  
Kasneje bomo sistem preverili z preizkusom ustreznosti sistema. Rezultate pred in po 
validaciji bomo pri istih kromatografskih pogojih primerjali med sabo in podali oceno 
ustreznosti na podlagi literaturnih podatkov. 
Delo v laboratoriju bo opravljeno po načelih dobre laboratorijske prakse, s čimer bo 
zagotovljena ustrezna kakovost dela.   
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3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1. MATERIALI 
3.1.1. Kemikalije in reagenti 
 
Preglednica III: Seznam kemikalij in reagentov.  
Ime kemikalije/reagenta Proizvajalec CAS št. 
Acetonitril J.T. Baker 75-05-8 
Prečiščena voda J.T. Baker, 7732-18-5 
Trifluoroocetna kislina Fisher Scientific U.K. Limited, UK 76-05-1 
96 % Etilni alkohol KEFO, LJ, Slovenija 64-17-5 
 
3.1.2. Standardi 
 
Preglednica IV: Seznam standardov.  
Ime standarda Proizvajalec Koncentracija (γ) 
CBD Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 1 mg/mL 
CBD-A Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 1 mg/mL 
Δ9-THC Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 1 mg/mL 
Δ9-THC-A Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 1 mg/mL 
CBG Restek, Bellefonte, PA, USA 1 mg/mL 
CBG-A Restek, Bellefonte, PA, USA 1 mg/mL 
CBC Restek, Bellefonte, PA, USA 1 mg/mL 
CBN Restek, Bellefonte, PA, USA 1 mg/mL 
CBDV Restek, Bellefonte, PA, USA 1 mg/mL 
CBDV-A Restek, Bellefonte, PA, USA 1 mg/mL 
 
3.1.3. Oprema 
 
Preglednica V: Tehnične naprave.  
Naprava Proizvajalec 
Tehtnica XS205 Dual range Mettler Toledo, Ohio, ZDA 
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Stresalnik TEHTNICA® Vibromix 10 Domel, Železniki, Slovenija 
Mlin IKA® MMT 40.1 IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemčija 
Ultrazvočna kadička BANDELIN, 
Sonorex 
BANDELIN electronic GmbH & Co 
KG, Berlin, Nemčija 
HPLC Shimadu, Kyoto, Japonska 
Kromatografska kolona Phenomenex 
Kinetex C18 
Medical Products UK Ltd, Aldershot, 
Hants, UK 
Sušilnik S285 C Kambič, Slovenija 
Kromatograf proizvajalca Shimadzu je sestavljen iz razplinjevalca DGU-20As, črpalke LC-
20AD XR, avtomatskega vzorčevalnika SIL-20AC XR, prostora za kolone CTO-20AC in 
detektorja SPD-M20A. 
 
3.1.4. Pribor 
 
Preglednica VI: Laboratorijski pribor.  
Laboratorijski pribor Proizvajalec 
Volumetrična bučka, 2 L ± 0.6 mL Duran, Nemčija 
Volumetrična bučka, 10 mL ± 0.020 mL Duran, Nemčija 
Steklena pipeta, 10 mL ± 0.020 mL Brand, Nemčija 
Steklena pipeta, 2 mL ± 0.015 mL Brand, Nemčija 
Avtomatska pipeta Dispensette® S organic Brand, Nemčija 
Filter HPLC, 0,20 µm Frisenette , Danska 
 
3.1.5. Računalniška programi  
 
Preglednica VII: Računalniški programi. 
Program Proizvajalec 
Lab-Solution Shimadzu, Kyoto, Japonska 
Excel Microsoft Corp. 
 
3.1.6.  Vzorci  
Naša ciljna skupina so izdelki in preparati iz konoplje. Ti se med seboj razlikujejo po 
vsebnosti aktivnih učinkovin in pomožnih sestavinah, ceni, načinu nanosa in pakiranju. Pri 
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nas je možno te izdelke kupiti v trgovinah, lekarnah in na spletu. Vsi proizvajalci obljubljajo 
za njihov izdelek učinkovito in hitro delovanje, varno uporabo, nekateri izmed njih 
obljubljajo celo polni spekter kanabioidov v njihovih produktih. Izbrali smo 5 preparatov 
izmed številnih, ki jih lahko najdemo na spletu in jih analizirali. Vzorci 1, 2, 3 in 4 so v 
tekoči obliki, in sicer jim je dodano topilo na oljni osnovi (MCT olje, konopljino olje in 
podobno), medtem ko je vzorec 5 konopljin ekstrakt, pridobljen z superkritično ekstrakcijo. 
 
Preglednica VIII: Izdelki s fitokanabinoidi, pripravljeni za različne aplikacije. 
VZOREC IME IZDELKA DEKL. UČINKOVINA SLIKA 
1 CBD KONOPLJINE KAPLJICE 10 % Kanabidiol (10 %) 
 
2 
FULL SPECTRUM 
PHYTOCANNABINOID RICH 
CBD OIL 
Kanabidiol (2 %) 
 
3 CBD Liposomski sprej / Poprova meta Kanabidiol (1 %) 
 
4 Hemp Oil Drops 2000 mg Kanabidiol 2000 mg 
 
5 3G PURE CBD OIL Kanabidiol (24 %) 
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3.2. METODE DELA 
3.2.1. Priprava mobilnih faz po interni hišni metodi 
3.2.1.1. Mobilna faza A: 
Na natančno odmerjen volumen dodatno prečiščene vode (MQ) dodamo 2 % (V/V) 
acetonitrila in 0.1 % (V/V) trifluoroocetne kisline, glede na volumen vode. 
 
3.2.1.2. Mobilna faza B: 
Na natančno odmerjen volumen acetonitrila dodamo 2 % (V/V) dodatno prečiščene vode 
(MQ) in 0.1 % (V/V) trifluoroocetne kisline, glede na volumen acetonitrila. 
 
3.2.2. Priprava raztopin vzorcev 
 
3.2.2.1. Predpriprava vzorca: 
Cvet pred tehtanjem posušimo do konstantne mase s pomočjo sušilnika.  
Sušilnik:  
- Temperatura = 40 °C, čas = 48 h. 
 
3.2.2.2. Priprava raztopin vzorcev po interni hišni metodi  
V plastično centrifugirko z ovalnim dnom natančno zatehtamo približno 100 mg uprašene 
droge ali druge preiskovane snovi z vsebnostjo kanabinoidov in s polavtomatsko pipeto 
dodamo 10 mL 96% etilnega alkohola. Pretresemo s pomočjo stresalnika in položimo 
epruveto z vzorcem v ultrazvočno kopel. Med tem časom epruveto večkrat vzamemo iz 
kopeli in jo pretresemo. Nato primerno količino raztopine vzorca prefiltriramo s pomočjo 
injekcijske brizge v 1.5 mL viale preko 0,20 µm filtra.  
 
Mlin:  
- Hitrost vrtenja = 25000 rpm, čas = 20 s; 
Stresalnik: 
- Obrati stresanja = max, čas = 10 s; 
Ultrazvočna kopel: 
- Temperatura = 40 °C, čas = 15 min. 
 
3.2.3. Priprava standardnih raztopin  
 
3.2.3.1. Priprava standardnih raztopin za metodo določevanja kanabinoidov 
Kot standardno raztopino smo vzeli certificirane raztopine standardov s strani proizvajalca 
z masno koncentracijo 1 mg/mL. Uporabljeni standardi so opisani v poglavju 3.1.2.  
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3.2.3.2. Priprava standardnih raztopin za vrednotenje linearnosti 
Za potrditev linearnosti metode smo uporabili standarde, opisane v poglavju 3.1.2. Ustrezne 
volumne standarda smo odpipetirali z atomatsko pipeto, jih prenesli v primerne vsebnike - 
viale ter jih razredčili z etanolom tako, da smo dobili raztopine s koncentracijami 0,005, 
0,01, 0,05, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 0,9 in 1 mg/ml. 
 
3.2.3.3. Priprava raztopine kanabioidov za določanje mej zaznavnosti in 
določljivosti 
Za vrednotenje mej zaznavnosti in določljivosti smo pripravili 9 raztopin iz standardne 
raztopine, opisane v postopku 3.2.3.1. Standardne raztopine smo redčili tako, da smo na 
koncu dobili raztopine z enakimi koncentracijami, kot so opisane v poglavju 3.2.3.2. 
 
3.2.3.4. Priprava raztopine kanabinoidov za vrednotenje ponovljivosti - CVET 
Za vrednotenje ponovljivosti določevanja kanabinoidov v vzorcu cveta, smo v 15 ml 
plastično centrifugirko natančno zatehtali 220 mg homogeniziranega konopljinega cveta, ki 
smo ga predhodno posušili v sušilniku, kot je opisano v poglavju 3.2.2 ter dodali 10 ml 
etanola. Tako pripravljeno raztopino smo nato prefiltrirali skozi 0,20 µm in pripravili za 
injiciranje v HPLC sistem. 
 
3.2.3.5. Priprava raztopine kanabinoidov za vrednotenje ponovljivosti - 
EKSTRAKT 
Za vrednotenje ponovljivosti določevanja kanabinoidov v vzorcu ekstrakta, smo v 15 ml 
plastično centrifugirko natančno zatehtali 80 mg homogeniziranega konopljinega ekstrakta 
ter dodali 10 ml etanola. Tako pripravljeno raztopino smo nato prefiltrirali skozi 0,20 µm in 
pripravili za injiciranje v HPLC sistem. 
 
3.2.4. Parametri analize s HPLC 
Analize validacijskih parametrov smo opravili z sistemom HPLC proizvajalca Shimadzu z 
UV-VIS detektorjem na diodni niz. Analizne parametre smo povzeli v spodnji preglednici.  
 
Preglednica IX: Analizni parametri. 
Čas analize 60 min 
Kolona l = 100 mm, ø = 4.6 mm, velikost delcev = 2.6 µm 
Pretok 2 mL/min 
Temperatura kolone 40 °C 
Valovna dolžina detekcije 220 nm, 280 nm 
Volumen injiciranja 5 µL 
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Volumen igle za vzorec 50 µL 
Volumen zanke 20 µL 
Zajemanje podatkov 1,5625 Hz 
Volumen spiranja 500 µL 
 
3.2.5. Validacija HPLC metode  
Validacijo metode za selektivno določanje kanabinoidov smo opravili v skladu s smernicami 
ICH. Preverjali smo naslednje parametre: linearnost, natančnost, točnost, mejo zaznave in 
mejo določljivosti.  
 
3.2.5.1. Linearnost  
Linearnost metode smo preverili v koncentracijskem območju med 0,1 mg/mL – 1mg/ml za 
kanabinoide CBDV-A, CBDV, CBD-A, CBD, CBG-A, CBG, CBN, Δ9-THC, Δ9-THC-A in 
CBC (postopek 3.2.3.2.). Na podlagi dobljenih vrednosti ploščin pod vrhovi smo naredili 
umeritvene premice kanabinoidov, izračunali enačbe le-teh in določili korelacijski koeficient 
R2. za kriterij linearnosti smo določili R2, katerega vrednost po smernicah ICH znaša 0,99 ali 
več. 
 
3.2.5.2. Meja zaznavnosti in določljivosti 
Meje zaznavnosti (LOD) in meje določljivosti (LOQ) za zgoraj naštete kanabinoide smo 
določili v skladu z smernicami ICH, po metodi kalibracijskih krivulj. Za izdelavo 
kalibracijske krivulje smo uporabili 6 raztopin za vse zgoraj naštete kanabinoide 
pripravljenih po postopku 3.2.3.4. Meje smo izračunali z uporabo enačb za LOD in LOQ, 
opisanih v poglavju 1.3.3. in 1.3.4.  
 
3.2.5.3. Natančnost 
Natančnost metode smo ovrednotili na podlagi rezultatov testa ponovljivosti injiciranja, 
znotrajdnevne in meddnevne natančnosti.  
Za test ponovljivosti smo pripravili dve raztopini kanabinoidov znotraj območja linearnosti. 
Za pripravo prve referenčne raztopine smo uporabili rastlinsko biomaso – suh cvet, 
pripravljeno po poglavju 3.2.3.4, ter za drugo raztopino ekstrakt, ki je bil pridobljen s 
superkritično CO2 ekstrakcijo, pripravljeno po poglavju 3.2.3.5. Vsako od raztopin smo 3 -
krat injicirali v HPLC sistem pri izbranih kromatografskih pogojih in spremljali odziv 
detektorja. Rezultat preizkusa je povprečni odziv treh injiciranj, iz katerih smo nato 
izračunali SD in RSD. Za mejo sprejemljivosti injiciranja smo določili vrednost med 10 – 
15 %.  
Za oceno znotrajdnevne in meddnevne ponovljivosti smo uporabili razopini, pripravljeni po 
postopku 3.2.3.4. in 3.2.3.5, vsako od raztopin smo injicirali trikrat in spremljali odziv 
detektorja. Postopek priprave raztopin 3.2.3.4. in 3.2.3.5. smo ponovili še drugi in tretji dan, 
za preizkus meddnevne natančnosti. Tako dobljene rezultate znotraj dneva in med dnevom 
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smo primerjali med seboj ter izračunali SD in RSD. S pomočjo literature smo določili, da 
RSD ne sme presegati vrednost 15 %. 
 
3.2.5.4. Točnost 
Za vrednotenje točnosti smo vzeli standardiziran izolat CBD, katerega čistost znaša 99,6 %. 
Opravili smo meritve treh različnih koncentracij izolata CBD. Določili smo srednjo 
koncentracijsko vrednost CBD, le-ta znaša 0,5 mg/mL. Tri raztopine CBD smo pripravili v 
treh različnih koncentracijah in sicer so le te znašale 80 %, 100 % in 120 % srednje 
koncentracijske vrednosti. Vsak vzorec smo injicirali 3-krat ter pri tem beležili odzive 
detektorja. Točnost metode smo ovrednotili kot % razlike med dejansko in izračunano 
koncentracijo CBD v raztopinah. Po FDA smernicah mora metoda ustrezati intervalu med 
98 – 102 %.  
 
3.2.5.5. Robustnost 
Pri validaciji metode smo preverjali tudi samo robustnost metode. Odločili smo se spremeniti 
nekatere kromatografske pogoje, kot sta različna sestava mobilne faze ( ± 2%) ter hitrost 
pretoka mobilne faze ( ± 0.2 ml/min pretoka). Pripravili smo raztopino internega standarda  
s koncentracijo 0,5 mg/mL. Po spremembi kromatografskih pogojev, izvedbi meritev in 
obdelavi podatkov, smo izračunali povprečne odzive in relativno standardno deviacijo. 
Mejna vrednost RSD ne sme presegati 2%. 
 
3.2.6. Določanje vsebnosti kanabidiola v vzorcu 
Izdelke, ki smo jih analizirali smo najprej pripravili v skladu s hišnim postopkom priprave 
vzorca ter jim določili dejansko vsebnost kanabidiola. To vrednost smo nato primerjali z 
navedeno vrednostjo in s tem preverjali kakovost izdelkov ter skladnost izdelka z 
deklaracijo. Vsak vzorec smo injicirali 1-krat. Dejansko vsebnost aktivne učinkovine 
kanabidiol (ut %) smo določili z uporabo umeritvene premice oziroma enačbe premice, 
zatehte vzorca, faktorja redčenja in faktorja injiciranja. Rezultate, ki smo jih s tem pridobili, 
pa smo ovrednotili kot % vrednosti, ki predstavljajo razmerje med izmerjeno in deklarirano 
vsebnostjo kanabidiola v izdelkih. Prav tako smo v vzorcih merili tudi koncentracijo 
kanabinoida Δ9-THC, kjer pa smo kot rezultat na koncu podali kot ustrezen/neustrezen z 
zakonodajo. 
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1. VALIDACIJA HPLC METODE 
4.1.1. Linearnost 
Linearnost metode smo ocenjevali v območju med 0,005 – 1 mg/mL. Dobljene povprečne 
ploščine vrhov standardov smo nato ovrednotili s pomočjo linearne regresije in določili 
enačbo premice ter koleracijski koeficient (R2). Dobljeni grafi so prikazani spodaj. 
 
Preglednica X: povprečne ploščine pod vrhovi pri valovni dolžini snemanja 280 nm, enačba 
premice in korelacijski koeficient za določanje linearnosti kanabinoidov CBG, CBN, Δ9-
THC-A, CBC v območju med 0,005 – 1 mg/mL. 
 POVPREČNE VREDNOSTI ODZIVOV (mAu*s)  
KONCENTRACIJA 
(mg/mL) CBG CBN Δ9-THC-A CBC 
0,005 5367 54961 22345 35807 
0,01 6981 99765 40972 58367 
0,05 19541 461995 197566 239243 
0,1 34406 893395 386381 479325 
0,3 95711 2666749 1153876 1413090 
0,5 156816 4435579 1918370 2344655 
0,7 218321 6218295 2686464 3279319 
0,9 279626 7993568 3451857 4212684 
1 310278 8871357 3835404 4683516 
ENAČBA 
PREMICE 
y = 306303x + 
3897 
y = 8863357x + 
10866 
y = 3831508x + 
3768 
y = 4670810x + 
10508 
KORELACIJSKI 
KOEFICIENT (R2) 0,999 0,999 0,999 0,999 
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4.1.2. Meja zaznavnosti in določljivosti 
Meje zaznavnosti in določljivosti smo določili z metodo kalibracijske krivulje. Iz 
kalibracijskih krivulj smo dobili povprečen naklon in povprečno standardno deviacijo y-
presečišč krivulj, pridobljene vrednosti pa smo uporabili za izračun mej zaznavnosti in 
določljivosti, kot je opisano v poglavju 1.3.3. in 1.3.4.  
 
Preglednica XII: Meja zaznavnosti in določljivosti metode. 
PARAMETER SD Y - presečišča kalibracijske krivulje Naklon premice 
LOD 
[mg/mL] 
LOQ 
[mg/mL] 
CBDV-A 7705 9645145 2,64E-03 7,99E-03 
CBDV 9380 9485767 3,26E-03 9,89E-03 
CBD-A 8041 1174057 2,26E-02 6,85E-02 
CBD 6779 8591773 2,60E-03 7,89E-03 
CBG-A 8884 11498345 2,55E-03 7,73E-03 
CBG 245 306303 2,64E-03 7,99E-03 
CBN 7542 8863357 2,81E-03 8,51E-03 
Δ9-THC 7299 8629897 2,79E-03 8,46E-03 
Δ9-THC-A 1663 3831508 1,43E-03 4,34E-03 
CBC 3599 4670810 2,54E-03 7,71E-03 
Iz preglednice XII so razvidne vrednosti LOD in LOQ, izračunane po metodi kalibracijskih 
krivulj. Rezultate smo preverili tudi z metodo razmerja signal/šum (ang. S/N ratio). 
 
4.1.3. Natančnost 
Natančnost metode smo določilil z naslednjimi parametri po ICH: ponovljivost injiciranja in 
meddnevna ponovljivost.  
 
Ponovljivost injiciranja 
Pri merjenju vrednosti parametra za ponovljivost injiciranja smo zaporedno injicirali (n=3) 
dva med seboj različna vzorca (rastlinska biomasa (suh cvet) in (ekstrakt, pridobljen s 
superkritično CO2 ekstrakcijo)) pod enakimi kromatografskimi pogoji. Pridobljeni parametri 
so zbrani v spodnjih tabelah.  
  
Preglednica XIII: Ponovljivost injiciranja za metodo cvet. 
PONOVLJIVOST INJICIRANJA - CVET 
N=3 ODZIV 1 [mAu*s] 
ODZIV 2 
[mAu*s] 
ODZIV 3 
[mAu*s] 
POVPREČJE 
[mAu*s] 
SD 
[mAu*s] 
RSD 
(%) 
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CBDV-A 1,30E+06 1,30E+06 1,30E+06 1,30E+06 1,61E+03 0,1 
CBDV 1,03E+05 1,02E+05 1,02E+05 1,02E+05 6,60E+02 0,7 
CBD-A 1,15E+07 1,14E+07 1,14E+07 1,14E+07 3,44E+04 0,3 
CBD 1,15E+06 1,14E+06 1,14E+06 1,14E+06 6,14E+03 0,5 
CBGA 2,99E+05 2,97E+05 2,98E+05 2,98E+05 1,17E+03 0,4 
CBN 2,21E+04 2,20E+04 2,22E+04 2,21E+04 7,50E+01 0,3 
9-THC 9,48E+04 9,48E+04 9,46E+04 9,47E+04 9,78E+01 0,1 
9-THC-A 1,05E+05 1,05E+05 1,05E+05 1,05E+05 3,22E+02 0,3 
CBC 5,34E+04 5,34E+04 5,31E+04 5,33E+04 1,65E+02 0,3 
Iz preglednice XIII je razvidno, da je ponovljivost injiciranja za metodo cvet ustrezna, saj je 
vrednost RSD manjša od zahtevane vrednosti.  
 
Preglednica XIV: Ponovljivost injiciranja za metodo ekstrakt. 
PONOVLJIVOST INJICIRANJA - EKSTRAKT 
N=3 ODZIV 1 [mAu*s] 
ODZIV 2 
[mAu*s] 
ODZIV 3 
[mAu*s] 
POVPREČJE 
[mAu*s] 
SD 
[mAu*s] 
RSD 
(%) 
CBDV-A 1,05E+05 1,04E+05 1,04E+05 1,05E+05 4,57E+02 0,4 
CBD-A 3,07E+07 3,07E+07 3,04E+07 3,06E+07 1,60E+05 0,5 
CBD 1,15E+07 1,14E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,78E+04 0,2 
CBGA 4,89E+05 4,86E+05 4,89E+05 4,88E+05 1,42E+03 0,3 
CBN 4,99E+04 4,93E+04 4,98E+04 4,96E+04 3,27E+02 0,7 
9-THC 8,85E+05 8,88E+05 8,78E+05 8,84E+05 5,19E+03 0,6 
9-THC-A 1,36E+05 1,35E+05 1,34E+05 1,35E+05 1,21E+03 0,9 
CBC 4,03E+05 4,03E+05 4,05E+05 4,04E+05 1,29E+03 0,3 
Tudi za metodo ekstrakt lahko potrdimo, da je ponovljivost injiciranja ustrezna. RSD je 
manjši kot 15 % za vse kanabinoide.  
 
Znotrajdnevna ponovljivost 
Ponovljivost metode znotraj dneva smo ovrednotili z dvema serijama vzorcev kjer smo vsak 
vzorec injicirali trikrat in merili odzive detektorja. Rezultati so zbrani v preglednici XV in 
XVI. 
 
Preglednica XV: Ponovljivost znotraj dneva za metodo cvet. 
ZNOTRAJDNEVNA PONOVLJIVOST - CVET 
N=3 ODZIV 1 [mAu*s] 
ODZIV 2 
[mAu*s] 
ODZIV 3 
[mAu*s] 
POVPREČJE 
[mAu*s] 
SD 
[mAu*s] 
RSD 
(%) 
CBDV-A 5,91E+03 6,29E+03 6,40E+03 6,20E+03 2,58E+02 4,2 
CBDV 4,63E+02 4,84E+02 4,82E+02 4,76E+02 1,18E+01 2,4 
CBD-A 5,18E+04 5,63E+04 5,62E+04 5,48E+04 2,57E+03 4,7 
CBD 5,17E+03 5,70E+03 5,77E+03 5,55E+03 3,24E+02 5,8 
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CBGA 1,35E+03 1,45E+03 1,39E+03 1,40E+03 4,71E+01 3,4 
CBN 1,00E+02 1,14E+02 1,14E+02 1,09E+02 7,86E+00 7,2 
9-THC 4,30E+02 4,62E+02 4,72E+02 4,55E+02 2,18E+01 4,8 
9-THC-A 4,76E+02 5,24E+02 5,20E+02 5,07E+02 2,63E+01 5,2 
CBC 2,42E+02 2,92E+02 2,83E+02 2,72E+02 2,66E+01 9,8 
Iz preglednice XV je razvidno, da je ponovljivost znotraj dneva za metodo cvet ustrezna, saj 
so pridobljene vrednosti RSD nižje od postavljenega kriterija 15%. Za analitiko še vedno 
visoke vrednosti, bi lahko pripisali nehomogenosti, t.j. neenakomerno porazdeljenim 
analitom v vzorcu. Znano je, da je cvet konoplje kot tak težko homogenizirati, kar se odraža 
pri visokih vrednostih RSD. 
 
Preglednica XVI: Ponovljivost znotraj dneva za metodo ekstrakt. 
ZNOTRAJDNEVNA PONOVLJIVOST – EKSTRAKT 
N=3 ODZIV 1 [mAu*s] 
ODZIV 2 
[mAu*s] 
ODZIV 3 
[mAu*s] 
POVPREČJE 
[mAu*s] 
SD 
[mAu*s] 
RSD 
(%) 
CBDV-A 1,31E+03 1,30E+03 1,34E+03 1,32E+03 1,91E+01 1,5 
CBD-A 3,83E+05 3,80E+05 3,79E+05 3,81E+05 2,30E+03 0,6 
CBD 1,44E+05 1,42E+05 1,42E+05 1,43E+05 7,65E+02 0,5 
CBGA 6,11E+03 6,05E+03 6,05E+03 6,07E+03 3,74E+01 0,6 
CBN 6,22E+02 6,17E+02 6,12E+02 6,17E+02 4,86E+00 0,8 
9-THC 1,11E+04 1,10E+04 1,10E+04 1,10E+04 4,53E+01 0,4 
9-THC-A 1,69E+03 1,68E+03 1,67E+03 1,68E+03 8,21E+00 0,5 
CBC 5,06E+03 5,02E+03 5,03E+03 5,04E+03 2,06E+01 0,4 
Iz preglednice XVI lahko razberemo, da je znotrajdnevna ponovljivost ustrezna za metodo 
ekstrakta. Najvišja vrednost RSD znaša 1,5 %, kar je še vedno pod mejno vrednostjo, ki 
znaša 15 %.  
 
Meddnevna ponovljivost 
Tri serije dveh raztopin konoplje –pripravljene po metodi za cvet in ekstrakt, smo analizirali 
zaporedno v časovnem obdobju treh dni. Za vsak dan so zbrane povprečne vrednosti treh 
meritev. Na podlagi rezultatov smo ovrednotili ponovljivost metod med dnevi. Rezultati so 
zbrani v spodnjih dveh preglednicah.  
 
Preglednica XVII: Meddnevna ponovljivost za metodo cvet. 
MEDDNEVNA PONOVLJIVOST - CVET 
N=3 DAN 1 [mAu*s] 
DAN 2 
[mAu*s] 
DAN 3 
[mAu*s] 
POVPREČJE 
[mAu*s] 
SD 
[mAu*s] 
RSD 
(%) 
CBDV-A 6,20E+03 6,02E+03 6,11E+03 6,11E+03 8,97E+01 1,5 
CBDV 4,76E+02 4,78E+02 4,77E+02 4,77E+02 8,20E-01 0,2 
CBD-A 5,48E+04 5,37E+04 5,42E+04 5,42E+04 5,26E+02 1,0 
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CBD 5,55E+03 5,59E+03 5,57E+03 5,57E+03 2,05E+01 0,4 
CBGA 1,40E+03 1,34E+03 1,37E+03 1,37E+03 2,70E+01 2,0 
CBN 1,09E+02 1,04E+02 1,07E+02 1,07E+02 2,56E+00 2,4 
9-THC 4,55E+02 4,57E+02 4,56E+02 4,56E+02 1,04E+00 0,2 
9-THC-A 5,07E+02 4,90E+02 4,98E+02 4,98E+02 8,46E+00 1,7 
CBC 2,72E+02 2,70E+02 2,71E+02 2,71E+02 1,38E+00 0,5 
Iz zbranih meritv je razvidno da je metoda v celoti ponovljiva za vse kanabinoide. Mejne 
vrednosti, ki znaša 15 % RSD za biološke vzorce ni presegel noben analit.  
 
Preglednica XVIII: Meddnevna ponovljivost za metodo ekstrakt. 
MEDDNEVNA PONOVLJIVOST - EKSTRAKT 
N=3 ODZIV 1 [mAu*s] 
ODZIV 2 
[mAu*s] 
ODZIV 3 
[mAu*s] 
POVPREČJE 
[mAu*s] 
SD 
[mAu*s] 
RSD 
(%) 
CBDV-A 1,32E+03 1,32E+03 1,31E+03 1,32E+03 8,07E+00 0,6 
CBD-A 3,81E+05 3,80E+05 3,77E+05 3,79E+05 2,07E+03 0,6 
CBD 1,43E+05 1,43E+05 1,42E+05 1,42E+05 7,03E+02 0,5 
CBGA 6,07E+03 6,08E+03 6,03E+03 6,06E+03 2,59E+01 0,4 
CBN 6,17E+02 5,83E+02 5,43E+02 5,81E+02 3,71E+01 6,4 
9-THC 1,10E+04 1,10E+04 1,08E+04 1,09E+04 1,32E+02 1,2 
9-THC-A 1,68E+03 1,65E+03 1,65E+03 1,66E+03 2,02E+01 1,2 
CBC 5,04E+03 5,02E+03 5,00E+03 5,02E+03 1,71E+01 0,3 
Iz preglednice je razvidno, da je metoda za ekstrakt ponovljiva med dnevi. Nobena vrednost 
RSD ni presežena. 
 
4.1.4. Točnost 
Za vrednotenje točnosti analitske metode smo pripravili raztopine z ustreznimi 
koncentracijami kanabinoida CBD (poglavje 3.2.6.4.) in beležili odziv detektorja. Tako 
pridobljene odzive smo s pomočjo umeritvene krivulje pretvorili v dejanske koncentracijske 
vrednosti. Pridobljene odzive smo nato primerjali z dejanskimi koncentracijami standarda 
CBD. Rezultati so zbrani v spodnjih tabelah.  
 
Preglednica XIX: Točnost metode za dan 1.  
DAN 1     
Željena vrednost 
Koncentracija 
standarda 
[mg/mL] 
Povprečen 
odziv  
[mAu*s] 
Izračunana 
konc. standarda 
[mg/mL] 
RAZMERJE 
[%] 
80% 0,40 3339082,0 0,38 96,0 
100% 0,50 4324788,5 0,50 99,7 
120% 0,60 5078391,5 0,59 97,7 
POVPREČNA 
TOČNOST [%] 97,8    
SD [%] 1,9    
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RSD [%] 1,9    
97,8 ± 1,9    
 
Preglednica XX: Točnost metode za dan 2. 
DAN 2     
Željena vrednost 
Koncentracija 
standarda 
[mg/mL] 
Povprečen 
odziv  
[mAu*s] 
Izračunana 
konc. standarda 
[mg/mL] 
RAZMERJE 
[%] 
80% 0,40 3319556,0 0,38 95,4 
100% 0,50 4315717,5 0,50 99,5 
120% 0,60 5071740,5 0,59 97,6 
POVPREČNA 
TOČNOST [%] 97,5    
SD [%] 2,1    
RSD [%] 2,1    
97,5 ± 2,1    
 
Preglednica XXI: Točnost metode za dan 3. 
DAN 3     
Željena vrednost 
Koncentracija 
standarda 
[mg/mL] 
Povprečen 
odziv 
[mAu*s] 
Izračunana 
konc. standarda 
[mg/mL] 
RAZMERJE 
[%] 
80% 0,40 3318307,5 0,38 95,4 
100% 0,50 4317767,0 0,50 99,6 
120% 0,60 5066804,5 0,59 97,5 
POVPREČNA 
TOČNOST [%] 97,5    
SD [%] 2,1    
RSD [%] 2,2    
97,5 ± 2,1    
Iz razmerja izračunane in dejanske koncentracije internega standarda CBD je razvidno, da 
je metoda točna v njenem linearnem območju. Rezultati ne sovpadajo s smernicami FDA, 
saj ne ustrezajo predpostavljenemu intervalu kriterija, ki znaša med 98 % in 102 % 
pričakovane koncentracije.  
 
4.1.5. Robustnost 
Pri validaciji smo v okviru parametrov izvedli tudi robustnost metode oziroma »odpornost« 
metode na manjše spremembe osnovnih parametrov analiz. Osredotočili smo se na dva 
takšna parametra in sicer na hitrost pretoka mobilne faze in na sestavo mobilne faze. Pri 
hitrosti pretoka mobilne faze smo določili tri pretoke (± 0,2 ml/min), pri spremembi sestave 
mobilne faze pa smo določili tri sestave (± 2 %). Ob spremembi parametrov smo merili 
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odzive detektorja, ki smo jih nato ustrezno ovrednotili. Rezultati so zbrani v spodnjih 
preglednicah (preglednica XXII, preglednica XXIII). 
 
Preglednica XXII: Vpliv hitrosti pretoka mobilne faze na odziv detektorja. 
ANALIT KONC. [mg/mL] 
PRETOK MOBILNE FAZE [ml/min] POVPREČEN 
ODZIV 
[mAU*S] 
SD 
[mAU*s] 
RSD 
[%] 1,8  2,0  2,2  
CBD 0,5 5624612 5103647 4597514 5108591 513566,8 10 
 
Preglednica XXIII: Vpliv sestave mobilne faze na odziv detektorja. 
ANALIT KONC. [mg/mL] 
SESTAVA MOBILNE FAZE POVPREČEN 
ODZIV 
[mAU*S] 
SD 
[mAU*s] 
RSD 
[%] x:y:z =   x-2%:y:z 
x:y:z = 
x:y:z 
x:y:z = 
x+2%:y:z 
CBD 0,5 5456786 5525117 5573117 5518340 58460,9 1,1 
Iz rezultatov je razvidno, da določeni osnovni kromatografski parametri vplivajo na končne 
rezultate analiz. Eden izmed takih parametrov je hitrost pretoka mobilne faze. Iz zbranih 
podatkov je razvidno, da RSD za našo metodo močno presega dovoljeno mejo in sicer kar 
za 5-krat. Iz tega lahko smatramo, da je ta parameter kritičen in ga je potrebno nadzorovati. 
Retencijski časi se med seboj razlikujejo za 1,5 min. Parameter sestave mobilne faze ne 
presega dovoljene meje RSD. Za ta parameter lahko rečemo, da ni kritičen in zato ne 
potrebuje dodatnega nadzorovanja. Poleg tega se retencije med seboj ne spreminjajo tako 
intenzivno kot pri parametru hitrosti.  
 
4.2. DOLOČANJE VSEBNOSTI CBD IN 9-THC V VZORCIH 
Pri analizi vzorcev smo preverili prisotnost CBD in 9-THC v vzorcu. To smo naredili tako, 
da smo najprej posneli kromatogram z našim internim standardom ter nato primerjali 
retencijski čas aktivne učinkovine ter absorbcijski spekter z našimi vzorci. Koncentracija 
uporabljenega standarda je bila 1 mg/mL. Po primerjavi kromatogramov smo ugotovili, da 
štirje vzorci vsebujejo aktivno učinkovino CBD, medtem ko pri enem vzorcu nismo zaznali 
prisotnosti CBD. Prav tako smo določevali vsebnost psihoaktivnega kanabinoida THC. 
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Slika 13: Kromatogram standarda CBD z retencijskim časom 18,339 min. 
 
 
Slika 14: Kromatogram standarda -THC z retencijskim časom 32,720 min 
 
 
Slika 15: Kromatogram vz. 5 z retencijskim časom CBD 19,627 min in THC 33,325 min. 
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Za določanje vsebnosti kanabidiola smo pripravili raztopine vzorcev, ki smo jih pripravili 
po hišni metodi. Vsak vzorec smo injicirali enkrat, ob tem pa smo spremljali odzive 
detektorja. S pomočjo umeritvene krivulje smo nato vrednosti, pridobljene s HPLC pretvorili 
v koncentracije. Rezultate smo podajali kot masni % kanabidiola oziroma mg CBD/100 mg 
vzorca. Primerjali smo odstopanje izmerjene vrednosti z deklarirano vrednostjo, vrednost 
odstopanja smo opredelili kot % odstopanja. Prav tako smo merili koncentracije -THC, 
saj je le-ta regulirana komponenta s strani države in njenih organov, zato je dodatno zanimiv.  
V spodnji preglednici so zbrani rezultati analiz vzorcev, ki smo jih analizirali. Podatki, ki so 
razvidni v preglednici so zatehte vzorcev, odziv detektorja, dejanske vrednosti kanabinoidov 
CBD in 9-THC ter % odstopanja od deklarirane vrednosti pri CBD in skladnost kanabinoida 
9-THC z zakonodajo. V vseh petih vzorcih smo našli analit CBD, vendar pa je pri vzorcu 
št.4 njegova količina tako nizka, da ga nismo uspeli kvantificirati. Prav tako vrednosti, ki so 
navedene na deklaraciji odstopajo od naših izmerjenih vrednostih. 2 vzorca sta tako znotraj 
območja ± 10 %, dva vzorca sta v območju med ± 10 in ±20 %, pri enemu nismo uspeli 
izmeriti koncentracije. Prav tako se opazi razlika v vzorcih, ki so bili nižjega cenovnega 
razreda  (vzorec 4) in vzorci, ki so bili višjega cenovnega razreda (vzorec 1). 
 
Preglednica XXIV: Vsebnost kanabidiola v vzorcih. 
CBD      
VZOREC 
MASA 
VZORCA 
[mg] 
ODZIV 
DETEKTORJA 
[mAU*s] 
VSEBNOST 
[ut %] 
DEKL. 
VSEBNOST 
[ut %] 
% 
ODSTOPANJA 
1 114,56 10566374 10,69 10 6,9 
2 233,3 3463148 1,71 2 14,5 
3 253,45 2013377 0,91 1 9,0 
4 104,83 10397 BLQ 1,50 - 
5 73,68 12890109 20,30 24 15,4 
 
Preglednica XXV: Vsebnost 9-tetrahidrokanabinola v vzorcih. 
9-THC     
VZOREC 
MASA 
VZORCA 
[mg] 
ODZIV 
DETEKTORJA 
[mAU*s] 
VSEBNOST [% ali 
mg/100mg vzorca] SKLADNOST 
1 114,56 153275 0,13 SKLADNO 
2 233,3 - - SKLADNO 
3 253,45 46005 0,01 SKLADNO 
4 104,83 - - SKLADNO 
5 73,68 68048 0,07 SKLADNO 
 
 
 
- 36 - 
5. SKLEP 
V okviru diplomske naloge smo preverili in validirali metodo za selektivno določanje 
kanabinoidov. Metodo smo validirali po smernicah ICH, ki so mednarodne smernice za 
zagotavljanje najvišjega standarda kakovosti, GMP standarda. Preverili smo linearnost 
metode, mejo zaznavnosti (LOD) in mejo določljivosti (LOQ), natančnost, točnost, 
robustnost metode ter ob koncu še vsebnost kanabinoida CBD in 9-THC v vzorcih. 
Linearnost metode smo potrdili za vseh 10 zgoraj navedenih kanabinoidov. Njihovi R2 so 
znašali preko 0,999, kar ustreza parametru linearnosti po ICH smernicah, ki navaja, da je 
metoda linearna v preiskovanem območju, če njen R2 znaša med 0,98 in 1.  
Mejo detekcije in kvantifikacije smo določevali z metodo kalibracijske krivulje. S pomočjo 
rezultatov smo nato preračunali odzive detektorja v koncentracije, katere nam povedo, pri 
katerih koncentracijah lahko nedvoumno ovrednotimo količino analita v vzorcu in pri katerih 
koncentracijah lahko potrdimo analit v vzorcu. Vrednosti meje določljivosti se gibljejo v 
območju med 2,5x10-3 in 4x10-3 mg/mL, vrednosti meje kvantifikacije pa med 7x10-3 in 
9,5x10-3. Pri kanabinoidu 9-THC-A smo namerili nekoliko nižje vrednosti kot pri ostalih 
preiskovanih kanabinoidih, vzrok za to bi lahko pripisali integraciji kromatograma, naključni 
napaki, ali pa dejstvu, da je analit zelo dobro viden na detektorju.  
Pri ugotavljanju natančnosti metode smo se osredotočili na naslednje tri parametre: 
ponovljivost injiciranja, znotrajdnevna ponovljivost in meddnevna ponovljivost. Kot kriterij 
sprejemljivosti smo vzeli interval med 10 - 15 % RSD, saj gre v našem primeru za biološke 
vzorce. Kot standarda smo vzeli konopljin ekstrakt in cvet, ki smo ju uporabljali skozi 
celotne meritve. Pri ponovljivosti injiciranja smo vsak vzorec injicirali 3-krat ter pri tem 
merili odziv detektorja. Kot je razvidno iz rezultatov je ponovljivost injiciranja tako za cvet, 
kot tudi za ekstrakt, ustrezna. Nobena vrednost RSD ni presegala mejne vrednosti 10 %. 
Lahko potrdimo, da je za našo metodo ponovljivost injiciranja ustrezna. Pri znotrajdnevni 
ponovljivosti smo vsak vzorec nezaporedno 3-krat injicirali v enem dnevu ter pri tem merili 
odzive. Kot je razvidno iz rezultatov je ponovljivost znotraj dneva za vzorec cvet ustrezna, 
saj vrednosti RSD niso presežene, prav tako so tudi vrednosti za vzorec ekstrakt znotraj 
dogovorjenega območja. Visoke vrednosti RSD, glede na zbrane podatke, lahko pripišemo 
nehomogenosti analitov v vzorcu cvet, kar je tudi splošno znano in se odraža pri rezultatih. 
Pri meddnevni ponovljivosti smo vzorce 3-krat injicirali in tri dni zapored merili odzive 
detektorja za obe metodi, ter primerjali pridobljene vrednosti. Kot je razvidno iz tabel je 
metoda cvet ponovljiva med dnevi. Prav tako je ponovljivost za metodo ekstrakt 
zagotovljena, za vse analizirane kanabinoide.  
Ob preverjanju točnosti smo tri dni zapored merili odzive detektorja za serijo treh vzorcev 
različnih koncentracij. Vsak vzorec smo injicirali trikrat in ovrednotili pridobljene rezultate. 
Kot je razvidno iz rezultatov točnosti, metoda ni točna v območju linearnosti. Rezultati ne 
sovpadajo s smernicami FDA, pri čemer bi morali biti zbrani rezultati znotraj intervala 98 – 
102 %. Pridobljene vrednosti RDS se gibljejo v območju med 97 – 98 %. V literaturi smo 
prav tako zasledili interval v območju med 95-105 % RSD. V primeru, da bi za našo metodo 
vzeli omenjeni intevrval med 95 – 105 % RSD, lahko smatramo, da je  naša metoda točna 
za preiskovan analit in daje točne rezultate.  
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Kot zadnji parameter validacije smo obravnavali robustnost metode. Odločili smo se za 
spreminjanje hitrosti pretoka mobilne faze in spreminjanje sestave mobilne faze. Pri 
spreminjanju pretoka smo ugotovili, da je metoda občutljiva na te kromatografske 
spremembe, saj je RSD znašal 10 %. Na podlagi tega smatramo, da je ta prameter kritičen 
ter ga je potrebno nadzorovati. Pri sestavi mobilne faze lahko potrdimo, da je metoda 
robustna na te spremembe, saj vrednost RSD znaša 1 %, kar je znotraj mej sprejemljivega.  
Metoda, ki jo uporabljamo za selektivno določanje kanabinoidov v vzorcih je primerna za 
nadaljno uporabo kljub preseženi vrednosti pri točnosti metode.  
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